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異数性あるいは欠失が原因となって起こる (Zinnet al 1997， Antonarakis SE 1998， Hartwell LH and 













細胞周期は一般的に四つの時期に分類できる。すなわちS期、 M 期、 Gl期、 G2期である。S
期において染色体DNAの複製が起こり、 M 期において複製された染色体DNAが分配さねる。Gl
期、 G2期はそれらの聞の間期と呼ばれる (図1)。






細胞周期は01期、 S湖、 G2期、 M期の四つのステージに分けられ、染色体はsmにおいて複製され、 MJUjにおいて分配される。









































とカf明らかとなった (FunabikiH et al.， 1993， 5aitoh 5. et al.， 1997， Nabeshima K. et al.， 1998， Ding R 
etal.，1993)。さらに最近の生細胞における紡錘極体の挙動観察から分裂酵母では分裂期は三つの
時期に定義されることが明らかとなった (NabeshimaK. et al.， 1998)。すなわち第一期(紡錘体
の形成)、第二期(紡錘体が一定の長さで保たれる時期)、第三期(紡錘体が伸長する時期)で
ある (NabeshimaK. et al.， 1998)。第一期は高等真核生物においては前期にあたり、第二期は、





束ねられたような構造をしているが、この時期が第一期である (HaganIM et al.， 1988)。分離し
た紡錘極体問の距離が2マイクロメートル程度になると距離が一定に保たれる。セントロメア近
傍配列あるいは動原体結合タンパクを視覚化し観察すると、これらが紡錘極体の聞を行ったり来
たりする挙動が見られ(前中期)、その後一点に集まる(中期・中期板の形成) (Funabiki H et 






分裂期進入はMPFと呼ばれるCdc2キナーゼ活性の上昇が引き金となって起こる (MasuiY 1982， 
5010mon MJ 1993) 0 Cdc2キナーゼの活性化は自身の IS番目のチロシン残基の脱 1)ン酸化によっ
て起こる (ColemanTR加 dDunphy WG.， 1994)。この活性化を阻害するリン酸化はWee1キナーゼ
によって担われており、活性化させる脱リン酸化はCdc2Sフォスファターゼによって担われてい

















クポイントを含む厳密な制御を受けている (HartwellLH and Weinert T.， 1989， Maller JL.， 1991， 




Cdslキナーゼや、ヒト遺伝病AtaxiaTerangienctasiaの原因遺伝子ATM (Ataxia Terangienctasia 
Mutated) のホモログであるRad3キナーゼ等が活性化しCdc25やWeelをつうじて臼c2キナーゼ活性
を抑制する (WalworthN et al.， 1993， Murakami H and Okayama H 1995， Rhind N and Russell P 1998， 
Caspari T and Carr AM 1999など)。
分裂期脱出の制御機構
M期からの脱出すなわち分裂期後期進入はCdc2キナーゼの不活性化によって起こる (MallerJL 
1991， Doree M and Galas S.， 1994)。この不活性化はCdc2キナーゼの制御サブユニットであるサイ
クリンの分解によって引き起こされる (MallerJL 1991， Zachariae W and Nasmyth K 1999)。サイ
クリンの分解にはAPC/サイクロソームと呼ばれるタンパク質複合体に依存したユピキチン化が必
須である (HershkoA et al.， 1994， King RW etal 1995.， Zachariae W and Nasmyth K 1999) 0 APC/サ
イクロソームの構成タンパク質は進化上保存されており、分裂酵母においてはCut4、Cut9、Nuc2
と呼ばれるタンパク質を含み (YamashitaYM etal.， 1996， Yamada H et al.， 1997， Yanagida M 1998) 、
これらの変異株では中期後期遷移が起こらない。サイクリンの分解によって引き起こされる中期・
後期遷移もまたチェックポイント機構により監視されている。このチェックポイントは紡錘体チェッ
クポイントと呼ばれており、 MAD、BUBと呼ばれる遺伝子群が関わる (AmonA 1999)。
紡錘体チェックポイント
紡錘体チェックポイントの遺伝子群は出芽酵母において紡錘体形成異常が起こってもM 期に停
止できない変異株として単離された (LiR and Murray AW 1991， Hoyt MA etal.， 1991，)。野生株
細胞では微小管重合阻害斉IJの存在下で、は紡錘体形成がで、きないため、 M期停止を引き起こすフィー
ドバック制御(紡錘体チェ yクポイント)が働くが、 MADl、2、3、BUB人 2、3、の変異株では
う
M期停止ができなし、o MAD人 2、BUB人 3は高等生物においても紡錘体チェックポイントに機能
していることが報告されている (Liand Benezra 1996， Chen RH et al.， 1996， Chen RH et al.， 1998， 
Gorbsky et al.， 1998， Taylor et al.， 1998， Taylor and Mckeon 1997， )。中でも特筆すべきはMAD2であ
る。ヒトのMad2タンパク質がAPC/サイクロソームの活性化因子であるWDタンパク質Slp1/Cdc20
に結合し、 invitroでAPC/サイクロソームの活性を阻害することが明らかとなっている
(Wassmann K and Benezra R 1998， Li Y et al.， 1997， Fang G et al.， 1998， Kallio M et aJ.， 1998) 。さ
らにMad2に結合できないSlp1/Cdc20はチェックポイント機能を失っていることが分裂酵母、出芽
酵母において示され、紡錘体チェックポイントの標的はAPC/サイクロソームそのものであること











与えてやると、 M期脱出を起こす (LiX and Nicklas RB 1997)。これら一連の結果からは分子メ
カニズムは明らかにされなかったが、動原体に生じる張力がないことがM 期脱出を阻害しうるこ
とが示された。一方後者については、 Madl、Mad2、Bubl、Bub3がM期に動原体に局在すること
がヒト、カエルなどの高等生物において示されており (ChenRH et aJ.， 1996， Chen RH et al.， 1998， 
Taylor et aJ.， 1998)、Madl、Mad2は動原体微小管の結合していない動原体に局在をすることが明
らかとなっている (ChenRH et aJ.， 1996， Chen RH et al.， 1998)。またMad2が微小管脱重合阻害剤
により張力を失った動原体微小管が動原体に結合しても動原体から解離することから、これらの
タンパク質は動原体ー動原体微小管の結合により生じる張力ではなく結合そのものを認識して動












パク質複合体がこの過程に関わることがこれまでに示されてきた (UemuraT eta1.， 1987， Hirano T 
et a1.， 1997) 。染色体凝縮に必須なコンデンシン複合体は、 SMCタンパク質ファミリー
(Structural Maintainance of Chromosome) に属する Smc2、4を含むタンパク質複合体である




ができることが示されてきた (HiranoT eta1.， 1997， Kimura K and Hirano T 1997)。五量体全ての













にされてこなかった (Hollowayet al.， 1993)。最初に同定されたのはショウジヨウパエの
Mei-S332で、あり、減数分裂期における姉妹染色分体間結合の維持に必要なことが明らかとなった
(Kerrebr∞k et al.， 1995) 0 Mei-S332は減数分裂、有糸分裂期においてセントロメア領域に局在し
(Mei-S332は有糸分裂期においては必須ではないが)、染色体分離が起こると同時に染色体から
解離する (Mooreet al.， 1998)。このことはMei-S332の分解あるいは染色体上からの解離が染色
体分離に必要かもしれないことを示唆している。分裂酵母においても、減数分裂時の組み換えに
欠損を示すrec8-110変異株において減数分裂期における姉妹染色分体問結合に欠損があることが示
された (Molnaret al.， 1995)。分裂酵母mis6変異株では、有糸分裂期において染色体の不均等分
配を起こす変異株であるが、 mis6変異株を有糸分裂期の分裂中期に停止させるとセントロメア領





とともにコヒーシンと呼ばれる複合体を形成する (GuacciV et al.， 1997， Michaelis et al.， 1997， 
Toth A et al.， 1999) 0 Mcd I/Scc 1 は分裂酵母Rad21 (Birkenbihl and Subramani 1992)とRec8と相向性
を示し、高等生物にも保存されていた。ScclはSmcl依存的に染色体に結合し、分裂中期後期遷移
と同時に染色体から解離する 。 アフリカツメガエルにおいてもコヒーシンはXRAD21
(Rad21爪1cdI/Scc 1ホモログ)、 XSMCI、3 (SMCホモログ)を含む複合体を形成することが報告
されている(Losadaetal.， 1998)。 これらの結果から Rad21爪1cdI/Scc 1様のタンパク質は二つの
SMCタンパク質とともにタンパク質複合体を形成することで姉妹染色分体問結合に関わっており、
染色体への結合と解離により姉妹染色分体問結合と染色体分離を制御していると考えられている。






れている (Hsiaoand Carbon 1981， Matsumoto et al.， T 1986， Ikeno M et al.， 1998)。分裂酵母mJS
(旦inichromosomein~tability) 変異株は染色体の安定維持に関わる遺伝子を探索する目的で、人工
ミニ染色体を維持できないことを指標に単離された (TakahashiK et al 1994)。これまでに12の相
補群に分離され、そのうちいくつかは機能解析されている o mis1、10はDNAポリメラーゼ δのサ
ブユニットであった (近藤、建部未発表) 0 mis3はRNA代謝に関わることが示されている(近藤
投稿中) 0 mis5はDNA合成の開始に必須であるMCMタンノマク質であった (TakahashiK et aI 1994) 0 













持される (Niwaet al.， 1989) 0 mis変異体はChl0の安定性を指標に単離された温度感受性変異体

























九1Cinstability Cytological Sensitivity to 
Strain 260C 300C 330C phenotype HU UV 
misl-64 + ++ NA IA 一 + 
，nisl-223 ++ +++ NA IA 一 + 
mis2-87 + ++ +++ + + 
mis2-197 一 + ++ + + 
mis3-224 ++ ++ +++ IA + 
IImis4・242 +++ ++++ NA cut 一 一
mis5-268 一 +++ NA IA 一 一
mis6-302 +++ ++++ NA AMC + + 
mis7-322 + ++ NA + + 
mis8-341 ++ +++ ++++ + + 
mis9-356 + ++ NA + + 
misl0-421 ++ +++ NA IA + + 
mis11-453 一 ++ NA IA + + 
mis12-537 + ++ ++++ AMC + + 
図4mis変異株の表現型一覧 (Takahashiel al.， 1994より、改変し、掲載)









分離核が隔壁により破断されるcut表現型 (Hiranoet al.， 1988) 、AMC;大小核を生
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含んでいたo (B) mis4変異株を相補する遺伝子断片の一つ、 pKT221のサブクロ
ーニング。サブクローニングと塩基配列決定(図)の結果、黒矢印に示す、 7つ
のイントロンに分断されたORFが見つかった。
























Coprinus cinereusのRad9 (2157アミノ酸;Seitz et al. 1996)、出芽酵母Saccharomycescerevisiaeの
Scc2 (1493アミノ酸， Michaelis et al. 1997)、ショウジョウパエのNipped-B (2053アミノ酸;













factor-A subunit-7DR) ドメインと呼ばれる配列であることが明らかとなった (GrovesMR etal.， 
1999， Chook YM and Blobel G 1999) 0 HEATドメインはループが 2つの αー ヘリックスに挟まれた
二次構造を取っており、その反復配列はタンパクータンパク間の相互作用ドメインとして機能し








TでτAT';'GCC1寸八MCl寸℃τTrACGC1寸寸I\1'A1'A 1'λCCGACGτ寸寸'CT'M'G1TJ・r-r"\C l~ 1'l";.入Al'CAA1'T'fl\λτ'C，\T入λλ1'I\C1寸でCC1寸寸℃アTI\CCγf1'CC入ATCτ寸寸寸'C I\TCC
ATCACACCTCI¥λACCl寸i'1¥.λλλλ;"C1'1'入AC1てC1て1'AATCCAATTA1"TMAGGGCτ寸てAATl¥CACAccr. :ifλむCλτで人守てAATC亡cハτて副お3入λλλτ'CC1'Aτ'CCλ1'I¥CIλ、C1寸寸
M 1' PE 1' f KK VNSSNR J 1 KC し Q Y l' P LλSSIPLENG N川
亡CCC守でTI¥ITMτ寸T寸TI¥CA1'I¥GG1寸寸ACλAλACGTAγTA1'I¥τでCA1でτで-rcT入λλ1寸.可IでG入入Aτ'CA、GCCA'J門寸'GCA八Cγr八λCτ℃亡G入A叩GAλTて入ACTA、γ'fAτ'GCAλACA1'ATCτておI¥TA
LQNVLY I' SSKFQNEPLQLN5EE5SIMQRYVD 
AAλτてC守'GGCCCI¥λCI¥τ寸てGITAACGi¥1・Iでτ℃入λACCτ寸・rλ人r]"j・1寸i¥TAAλAA'IGC'I'C1"Ti¥GCCCTA TCAT AACCCAACCTCCAλτ'CCCCGCλλτ'CTMG1寸・A入AITITT"fGACC 
PGA 1' fVNDSE 1' FNfYKNALSAM I 1' EPAMPAM 
tでTCi¥CI¥.λA1'A1'AAJ¥CCACGCTCλA'l'GCCACτてCGCτでC1'ACACC MAACCTCτ'G1' AAC ACTCACTCG1寸AAGTC入λア1'1¥λATGAl寸寸・TACI¥入λA1でTCTCA1・rcAGCCAAG1'
RVNASPVLDQKVCNSDSLSELNDFTK5LIQPS 
寸て:・l'GAACCCAACCAGAAJ¥CCTCA TGC1寸でT寸で1'A1'I¥.λA1'ACAAACCGτ寸でA1'C1寸'CCCACMTCCC1寸てγfAAC寸'CCCτてT寸℃八AC1でC1てCAACTCCI灯てA1'Cτ寸でTCCC
H CEPK EKPDA SSJN 1' NRSSSDNCFL 1' PS SSPRSPSCSR 
1"J'TMCGCTC1寸でAAγ1'ATC1'ACCCC1'AA入AAATC1'λλλCA'，代;A1'A寸i'AC1'ACCCCAλAAλACCGACT'TA'l'GCAACACACT'fA1寸'CGCCTCGτ'GMlでTてCCτ℃λAACATCCI¥τ'CGG
fNAVQLCSPKKSKDDI 1' 1' PKKRLHED 1' YSPRESPSKIHR 
ACCACCτ寸可・TG寸寸AAACCAC1寸'GCAACA1'ACCACATTAC1'M 寸寸寸でTてAACTTA1'ACAACC1て:ACAA1寸でCCMCA1寸寸寸寸'CA1てC入A1寸℃す'CTCゴ寸寸AγTAλACCI¥CAAGACGA1'
DVLLKQLQD 1' RLLISQVIE A ENSEDFSSNSLFIKRE D 口
、ACACAT"了rcATCCCACCCM 1'τ芯AAAAC'亡1'A1'A1'A'I右CCAγTAACCAACCτ寸I¥CτてGγrT'GGCAGCτTCTCACAλAγTG亡τておλACAAGGCI¥C1'ATAA1'ACτ寸'C1'AAAACAA
KHISSHAIEKLYMAL 1' KLSRLCACDKLLEECSIILVKQ 
cτ寸'CACAAACACT'TλλλACACCτ寸でCTCTCCC1寸℃γTACAC1'A1'AAγ1'MTCτ寸でATCACACCCTCACACAAγITCCCAAl寸寸ACACT"M'Aτ寸寸寸AλACACCI¥Cτ'CCτて守寸℃τ寸'CIT
LEKELKELPVACYSIINLHDSLTQFPNLDFILK 1' TALVL 
TM1'A1寸寸℃τて氾寸'CCCCTCCT"M'AA入λACCl寸℃入Aλλτ'CAAC入λTCAAτ寸でt寸でAT"M'ACTT入A1'ATCγTACAT寸でCA1'Aτ寸寸'CAC1'I¥CACI¥C1寸'CC寸'CAACCCI¥1寸芯λ1'AACAτ℃




VVIRIVYL F' PKVS 1' LDNSfK 1' KLPNCNSSS F' D F' LKAPL 
λλACCτ寸ACAA1'Aτ寸寸A1寸寸'CCτ'C1寸寸ATCCITATCACCCACA1寸寸マATCAτ寸'GAACMTCACアTACAλλT寸寸寸寸'CTCAC1寸'GCCCACTCCTCCτ寸'CCCT'C寸'CAACCACCTA1'ACI
TLQYL F' RLYPYQRD F' IIEESLTN F' SHLPTARSVSRTYR 
~CCCTAMT'CCAT}、CAA1'ACTAτ寸てAACCCTAγf1'CTACC'ττ"TAA'τ寸'CACT'Cλτ'CCτ℃亡Aτ寸℃λ11M亡τ'TAτ寸'CCA亡τ'CACλAAT"TGTACAA'τ'CCCACACTIIMτ'CCAC干CM




NK 1' ESDNSfAILTKILLEDLLNM 
TT'l'CTTI'CCCTCAA 1'(;CTておCGGMCCCAAA亡λAT'TAτ『でGGCMrrrccλATC入AT"M'AC'τ'TA'τ'GA亡τ℃τ'CAC1'M CCACAAACMCO、，CIT1'CT"l'CAMCλA1'(ヨケTGCCC1'(;CAT'C1'
LPEWCC 1' E 1' I J RQ F' AMNLVM 1' V 1' NDKQAVSSKNAALDL 
τでAT'CCT'TMCλλCCτ寸寸寸てお:;CAτ可'Cl寸寸むAT'Cτ寸寸'CCC1寸寸寸'CCACAACCACM1'ATCCCACCTCC1'λCCAλT寸寸℃入ATCA1'A1'I¥.λ1'Aτ'CCCT'CA1寸'CCCτ℃入λアTACTAC
LIVNKVLAL F' DLSL F' EKHNIPλP 1' N F' NDJISLIPSI 1' R 
TCMCITT'Cτ'CAACITACCT"M'MCCI円寸可寸寸ACτ寸寸寸寸A1'(XAλAGGτ'CACA1'A1'亡τ℃・1ておMGTMCTCAAACτ寸M T"TGCT寸'CT"M'A'τ寸A1'A1'ACTMCITλCA_CI<λCA1'A
ELSQVSfNH F' Y F' LCKCDISLE NI 
A1'AAC1'AI亡AA1'AAAτておτ'TTT<こAITT'CT'Cτ'TACACCT'TACAAAAC1'ATCCMTCACT'CCCλACCτ寸'TAλAAAITA T"TGA1'M T"TG1'A'τ'CCA1'MCCATAτてヨCMAAC'τ℃τ℃λA
YNYNKW F' S F' LLQLRKVCNDSEALKIIDNCIDKHMQKSQ 
T"l'CλAGGτ'CCτ寸'CACCA'ττ'TAAACCACI、τ'CAAAATCACCM CA1'Aτ寸寸寸'CAτ寸A1'A'τ℃亡亡τ寸寸・AT'CAγr亡γrcτ寸寸志τ寸寸寸Tλλλττ寸AAACITITT"fGτ'CT'CCCτ'CAτ寸A1'A
F' QCPSP F' KADENDEDI F' IISLYHSSL F' LNLK F' FVSLII 
T'CCA1'ACτ'CCT'CλAC'亡1'ACτ℃τ'CGAAC1'AAAτてGCCT"l'CGAAτてλTCλλτでλλλTC入λAAC1'A1'ACCγrc1'A1'λτ寸AAGMCACAτ'CCACλAGτ'TTT<ヨユ亡T'CAGA1'M 1'A'τ'CA
LDS PQASLR 1' KCLRIINQMK 1' IP SILR 1' HP EVLAQIIS 
Aτ'CATCλGT'C1'(XGA1'AGπ'CGAGA1'ACTCTCT'TAGACT'TAC竹田CACA1'A1'Aτ'CA1'(;CCA1'IITCG∞AGACAA竹'CCτ'CAAA1'λ1'A1田村'G1'A1'M 村寸'C1ロGM竹明tC!naml
NDQSAIVRD 1' VLDLLG 1' YIMAYRE 1' IPQIYCCIISGIS 
CT1'CλACAAT'CGT"TCG1'λλACGCGC1'A1'AAAGCAAC1'A'τ℃τ芯ACCττ'TIτ芯MGC1'I<NCGλACAτ寸寸λλA1'A'rcCG'τておτ'GACA1'AGCT"TCλAAλCITTTMCCCGGAG1'MTCI、
S 1' IVRKRAIKQLCEVYEAXEDLNJRGDIASKLL 1' RSND 
λAACλλτ'CAGτ芯λλτマλAGCCτTCλCCτ'TITACAAAAACT寸寸ておτ寸寸寸'CACCCG'亡MGCAAτ芯AAτ'TAGAτ寸芯τ'CAAACIICCC1'A'τ'CAGCAJ灯寸久ACITT'CγTAGAλλACCA
E 1' ISELSLEVLEKLW F' SPASNELDCQ 1' GYEQLT F' LEKQ 
GACT"l'CAG1'IITT'T'C亡1'A'τ寸寸'TAλAAC1'ATCτ℃亡TCAA'亡CATCλACCGAAAGACACGT'CCTGτ寸てお1'AACGTCτ'C1'(ユMAACCAτ'CT"I'CICτ可'CTAACCAAGAGAτ'CM T'γF
RVQYFPILKLCAEP5 1' ERHVLLV 1' SLKTML 1' SKEEINL 
AσTACACIICT'Cλλλ，T"l'CGIICττ℃τ寸'CT亡T'CTI芯τ℃τ寸'TT'CMτ'CAGC1'AATAGAλ，GT"TG1'M CCGλAGAT'CAACT"TGA'τ'CAA T'CMCI<MGGCM ITTTA1'AI亡GAAA1'λλτ'CAG1'




I F' RQVLPFQKEISES F' LRSLESVLLQRLTKAG 1' A 1' LME 
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τておγrcGCτ寸M 1'AGACCT'CA1'τてKお Cτ寸寸寸寸寸'C1'AGA1'1、，TGGGGA'τ℃τ℃入A1'AGAA1'AAAτ'CAτ'CAγIておλλACIτ寸'CACT"TGAT"M'MTIAGT'C亡TCAG'τuτ'GATCA'τ'GCTTAC
VRLIDLIGL F' SRYGDLNRINDDWKHSLDLJSPECDDAY 
l' A IT ACCT'T A ITT'T'C AGλAACT"TC1'λλλAGATむとGλλACおT亡AGCTCAGAAT"TCACA1'λATT<エI1'AACA'τ芯AGCAGM1'A'τロττ寸Aλ，CAGAAACAτ'CITTCγM'A1'ATCτ'CCT
LLGY F' QKLLKDAKGQLRIHIIDNMSRICLRE 1' SLFISP 
1'1'τCMCIT1'(;CI1'ATGλl' AA T"TGCCCI<AAA l'λAτuτ寸MCGAAGTAτ'CTGITT"TGT寸寸AAA1'てτ可寸寸'CT"TGMCTT"T'I'GOCCGCC芯:I¥TCAGGAτです'TAT'Cγf1'CAACCACA1'
LS 1' LDMIIAENNVNEVSVLFKS F' LELL 文一三¥1)aclt D L 1 F E A D 
1'MGT"M'AAAGCCTMGCλAGACGT"TCAG'τ'CCAλEλAAT'CAGT"TGA'τ'CGAGAT1、τ'GCITI¥.λACCAλ，CTMCCA1'AAACA
L 5 L K G K Q D V Q 5 N K 5 V D R D M L K G l' K D K Q 
AC:IA品T"M'M'τ℃εAGACT'CAG'τ'CCAτ'CT"M'A'τ'CCAGCA'τ寸寸'CCTIてCCτ'C1'I'τ可℃γTGACT'CTIておCITT'T'CAAAAAAT"M' AAGG1'A T"TCM TGCT'CCCM T"TGλAAT"TCTCMλTC 
VSASLMQHFLPCILDSCFSKNLRYSMLGIEILKC 
AT'CMCCA'亡1'AG1'AMCCCACGCAτておTA1'CCCICτ'1'A T'T ICT"M'TT<GAγTACTAAITIIλAITA_Cτ'CITT'CT'CλACCATM1'AGCIICTCGAA'τ'CCMTCCMγrAMGAMC 








VLA 1' IGPTI 1' GWMKKLDHERFKILAGINLCNLIYLKRY 
A亡GCAT"了rrcλλτ'TT'CAGJにT'CAτ'CT亡GACC1'A1'IICGτロλGλλAAλ，CCCτ'CTMCτ℃τ"J'TTCM 1'ACλCCITA1'C=AT"M'Mτ'1'ACτ'TCTCATCC1'MG'亡亡AGATAT"TGT



































裂酵母Mis4、H_s_ hMis4 :ヒトホモログ、 C_c_ Rad9 .ツキヨタケ、 S_c_SCα:出芽酵











ーー ーー ーー -NPSA
-ー-I:KSRSN[irD
658: PAPTNFNNDIISFIPSITR-LNELSQV----SFNH-FY-ー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ー-F---LCKGD工SLEN工L-PYNYNI<WFSFLLQLRKVC
1636: ー ーー ーー ーー ーー ーー ー-R工LKQVSGGEDEIQQLQKALLDYLDENTETDPSLVFSRKFYIAQWFRDTTLETEKAMKSQKDEESSEGTHHAKEIE 
1076: LDEVDRQQSPVE-A工RQVHGRSPDVAAHLC--KRST-ー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー -EDQAYESARELTAAILGHEIβASLKRVNVWLDHPE
592: INYPE-TLPHFFKSFEECI-AYNETIKCRRSATRFL--ー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ー-WNLRL-GTILIIJヨEYTKDAK-EQIITVDNELKKI-
917: KLEQEKEGDVTSNNDQFDLEPEEQRTDFLQK工LLDFLAVNAQEENL工WDYARHFYLAQWYRDVI YQRRR工NDGKKGLAFRKSKIRNNRRT
1712: T---ー ーー ーー ーー ーー ーー ーー -ー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ー-TGQIMHRA厄






























































つかった(GrovesMR etaL， 1999， Cbook YM組 dBlobel G 1999)。反復配列のコンセンサス配
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(8) Expression in E.coli 






. 1lJ . CT 
t宝 . .:-























min. after release 




































ちサンプリングを行っt:.0 (上段)抗Mis4抗体によ るブロッ トmis4変異
株では許容温度から量が減少していた。 (下段)抗PSTAIRE抗体による
ブロットでタンパク量が揃っていることを確認した。
















よ且記う￥L以」己 1Ys 寸 iaf川B、W
一寸ラ'惨炉三4乏 5.5kb 
B restriction enzyme Haell 
BamHI， 
Bglll 






























示すcdc2-3w変異株を用いた (Enochand Nurse 1992)。
HUのmis4変異株への効果を見るため、 260CでのHU存在下における表現型をDAPIにより観察し
た。mis4変異株を260CでHUを15mM含む液体培地で培養したところ細胞は一核の間期核のまま伸































• • • 
• 
言〉mg 川.・ • 







した。 (B)生存率。ほぽ高いままであった。 (C) 6時間目のDAPI像。細胞は間期核のま
ま伸び続けたc barは10μm。
10 
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LH et al.， 1986)と強い相互作用を示した。 26
0Cで、はcdcJ7変異株、 mis4変異株はそれぞれ生育可能
であったが二重変異株はコロニー形成をすることができず、 22"(でのみコロニー形成が可能であっ
た(図29) 0 DNA複製に欠損を示すその他の変異株についても調べたo mlSダ (ONA複製開始に
必須なMCMタンパク質) (Takahashi et al.， 1994)やcdc2ぴ (ONAポリメラーゼ E 、 O'Urso G， 
Nurse P 1997)やcdc22+(リボヌク レオチド還元酵素、 FemandezSarabia MJ et al.， 1993) の変異株
においてそれぞれの二重変異株がシングル変異株の制限温度より低い温度でしかコロニー形成が
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かった細胞(口)0 100J/mxmの紫外線を照射した細胞(・)0 mis4変異株 ;紫外線を照射しな











/11;.¥5-2(>/1 山lι 17・K.J2 nf.仁21 日i仁o-121 cuc22-CI 
nlL'、4-242¥ m;s5 1m;.認5m;s.J 山九17 'dど17m;s.J clι211 ccl仁20m日4 nl仁凸 cdc凸m円4 cC!c22 cuc22m;s4 
36'C ー
33'C ++ ++ 
30'C + + + ++ ++ ND ND ++ + 
26'C ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ 













DNA複製が完了しない染色体はゲル中に入らずバンドを形成しない (Hennessyetal.， 1991) 。分
裂酵母には三本の染色体があり、パルスフィールド電気泳動によりこれら三本を分離する事がで
きるが(図31左)、例えば、 HUを加えるなどしてDNA複製の完了を阻害したりすると、染色体










ンパク質を分解できないため、分裂中期に停止し、染色体分離が起こらない (Samejima1 etal.， 




時間で図33に示すような分裂中期停止を起こした細胞が蓄積し出した (Samejima1 etal.， 1994)。
一方、 cUl9mis4二重変異株で、は;異なる表J~が見られた o cUl9mis4二重変針未は制限j昆度36"(では、
染色体は凝縮しているのだが、それらがーヶ所に集まらず散らばったように見えるものが見られ、





Oh 4h 4h Oh 2h 4h 6h 
+HU 
wt mis4 
Oh 4h 4h Oh 2 4h 6h 
+HU 
図31 パルスフィ ール ド電気泳動による解析
B 
cdc17 wt 
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Hibridization)法を行った (FISH法) 0 FISH法により細胞形態を保ったまま、染色体の特定の領








(図37) 0 culタ変異株で、は3本の染色体の動原体が中期板を形成し、 ーヶ所に集まるため、これら





のシングルプローブを用いてFISH ~.去を行った(図38 、 39 ) 0 culタ変異株で、は姉妹染色分体が分離





DAPI Sad1 rDNA Merged 
mis4 cut9 
DAPI Sad1 rDNA Merged 
図36 cut9変異株およびcut9mis4二重変異株に対する rDNAをプロープとした
FISH (蛍光 insi tuハイプリダイゼーション) c 
分裂酵母第三染色体末端であるのNA配列をプローブとしてFISH法を行ったっ左から
DAPI染色像、抗Sad1 (SPBマーカー)抗体染色像、rDNAのFISHシグナル、重ね合わせ













DAPI Sad1 cenll (cos1228) Merged 
cut9 mis4 
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せた像。青 ;DNA、緑;Saul、赤 ;コスミド14470 cuc9変異株で、は姉妹染色分体は分離しないので
コスミド1447のFISHシグナルは一点であったが、 cut9mis4二重変異株で、はFISHシグナルが二点観察
された。barは10μm。



















遺伝子を発現させることで生細胞中での局在を検出することができる (Nabeshimaet al.， 1995)。
lys 1+-GFP野生株で、は間期において薄い核染色と 、lys]+遺伝子座位で、ある核内の強い l点のシグナ
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(Nabeshima K et a1.， 1998) 0 (B)顕微鏡下では下の模式図のように核が薄く光り核
内の一点が明るく光る像が観察できる。野生株では姉妹染色分体は非常に近接してお
り、1ys1+-GFPシグナルは一点しか見えない。




























































































分体問の結合に必須であることが明らかにされた (MichaelisC， etal.， 1997， Guacci V， etal.， 1997)。
コヒーシンサブユニットのうちScclが細胞周期における制御をうけているらしし )0 Scc 1と最も相
向性の高い分裂酵母タンパク質はRad21タンパク質である (BirlくenbihlRP，etal.， 1992) 0 rad2tは
必須遺伝子であり、その変異株は核分裂異常の表現型を示すこと (TatebayashiK et al.， 1998) 、
紫外線感受性を示すことが報告されている(Birlぽ nbihlRP， etal.， 1992)。そこで、分裂酵母Rad21
タンパク質が姉妹染色分体問の結合に必要かどうかを調べた。rad21-Klは温度感受性変異株であ
り、 26'Cでは生育可能であるが360Cでは生育できない(池田日出男先生より供与。 TatebayashiK 
et al.， 1998)。前述したlysJ+ーGFP株にrad2J-KI変異をかけ合わせにより導入し制限温度36'Cで観察
した(図47)。野生株では360Cにシフトアップしても 2点のlysJ+-GFPシグナルを持つ細胞の割合








と同時に36'Cへシフトアップした(図48) 0 S期はDNA含量が倍加する 3時間目から4時間自に当





















• rad21 Oh 
• wt Oh 
• rad21 2h 
• rad21 4h 
• wt 4h 




一-0- wt 2dots 
図47 rad21変異株では時期尚早な染色体分離が起こる
1ys1十-GFP株 (ここではMKY-7B8を用いt:.o 材料と方法参照、GoshimaGetal.， 1999)にrad21変異をかけあわせにより導入した (lys1十ー
GFP rad21変異株)。 非同調1ysl+-GFPrad21変異株を36'Cにシフトア ップした。 (A)1)'s1+-GFP rad21変異株。36'C2時間。短い、間期と
忠われる細胞で 2点、の1)'s1十ー GFPシグナルが見られた(矢印) 0 (B)それぞれの細胞長において 2点の1ys1十-GFPシグナルが見えた細胞







wt mis4 rad21 


























エルではXRad21 /Scc 1 はXSmcl/Smcl、XSmc3/Smc3とともにコヒーシン (Cohesin)と呼ばれるネ夏
合体を形成することが分かっている (LοsadaA et al.， 1998， Toth A et al.， 1998)。分裂酵母におい
てもRad21がPsm3(Smc3相同タンパク質)と結合することが免疫沈降実験により明かとなってい
る(朝長、村上未発表データ) 0 Mis4とRad21、Mis4とPsm3の物理的相互作用の可能性を免疫沈





パク質は共沈してこなかった(一段目 ・レーン9)。次にMis4-myc、 Psm3-HA (Psm3のC末端に
比4を付加させた組み込み体・湯浅修士論文)の二重組み込み体を作成し、抗Myc抗体，抗HA抗体
で同様の免疫沈降実験をおこなった。この時、抗Myc抗体により Mis4-mycタンパク質の4割が(三
段目・レーン7) 、抗HA抗体により Psm3-HAの5割が(四段目・レーン 12)沈降していたがMis4
















































































































胞粗抽出液に対してウエスタンプロットを行った(図51. BirlくenbihlRP and Subramani S 1995) 。
Rad21タンパク質は野生株中では 100kD付近に複数のバンドが見られた。Birlくenbihlらにより、
Rad21タンパク質はリン酸化の修飾を受け泳動度の遅いバンドがリン酸化によるものであること











































































ンによりGl期に同調させた。 (A)野生株 ， (B) mis4変異株;スピンドルをもった細胞の割合
(上段0)。隔壁形成を起こした細胞の割合 (J二段.)。粗抽出液中のHlキナーゼ活性(下段



























ナミズムが重要な役割を演じる MJ~]のイベントそのものに mis4 変異株では異常を示すのかもしれ
25 
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コハz UO 1 
図55 mjs4変異稼ではCut2は残存している
Distance between SPB 















示したo TBZ (10μg/ml)を含むプレー トに対しスポッ トテストを行った。一番左






















さらに、 mis4変異株、 mis4L1mad2二重変異株、 rad21変異株、 rad21L1 mad2二重変異株におけるHl
キナーゼ活性を測定した(図58)。これらの変異株を窒素源枯渇により、 Gl期に停止させ、制限
温度、栄養培地へリリースさせた。リリース後6時間目がMWJにあたると思われる o mis4変異株、






mis4変異株、 mis4!Jmad2二重変異株、 rad21変異株、 rad21t1mad2二重変異株 (36"(、4時間、非
同調)に対してチュープリン染色を行った。左上， mis4変異株。右上 ;mis4L1mad2二重変異
株。左下， rad21変異株。右下 ;rad2 J t1mad2二重変異株。mis4変異株、 rad2l変異株で、はスピン
ドルが伸長した細胞が見られなかったが(-4~m) 、 mis4!Jmad2二重変異株、 rad2 1t1ma.d2二重
変異株では伸長したスピンドル (7μmつをもっ細胞(矢頭)が観察されたo mis4!Jmad2二重








A 。2 4 6 8 10 (hr.) 
wt 




release from -N 
B 
5 。ra百芝1・rad21mad2 4 o wt ・mad2 o mis4 ・mis4mad2 
。





てリリースした。 (A) (B) HIを基質としてinvitroでキナーゼア ッセイを行ったオートラ




















0Cで紡錘体が形成されず、 Mad2依存的にM 期に停止する (Heetal.， 1997) 0 
nda3変異株では制限海度に移すと三本の凝縮した染色体が見られる(図62.上段、 Todaet al.， 
1983， Umesono el al.， 1983， Hiraoka et al.， 1984)。このとき Mad2-GFPのシグナルはそれぞれの染色
体上に一点づっ見られた(図62.上段) 0 cUl7変革ミ株で、はM矧における紡錘極体の分離ができず、



































































(図63A) 0 disl変異株は動原体微小管の形成に欠損があると考えられている (Nabeshimaet al.， 



























年に至るまで分子的な理解は進んではいなかったo (Holoway et al.， 1993)。近年、出芽酵母に
おいてSccl/McdlがSMCタンパク質ファミリーに属するSmcl、3とともにコヒーシン複合体を形





























Mis4は染色分体分離における 挙動もコヒーシン複合体の 制御サブユニ ッ トである
Rad21/Scc l/Mcd 1広孔生D21とは異なる様である 。出芽酵母においてはScclは分裂後期において部分










域に非常に富んでいるとの報告がなされている (BlatY and Kleckner N.， 1999， Tanaka T et al.， 1999， 
Megee PC et al.， 1999)。分裂酵母ではセントロメア領域はクラスターを形成し核の辺縁部に局在

















株は姉妹染色分体間結合に欠損を示すこと (MichaelisC et al. 1997)、ツキヨタケのMis4相同タ
ンパク質Rad9の変異株は紫外線感受性を示すことが報告されており、 Mis4は機能的にも進化上保
存されていると思われる (SeitzLC et al.， 1996) 0 Mis4にはHEAT反復配列と呼ばれる37-43アミ
ノ酸の反復配列が存在し、 Mis4、Scc2等、相同タンパク質問で保存されていることが明らかとなっ
た。HEAT反復配列はPP2Aの制御サブユニ ットやImportinsなどに見いだされており 、タンパクー
タンパク問相互作用を担っていると考えられている (GrovesMR etal. 1999. Chook YM and Blobel 






























































期には染色体凝縮を含め、ダイナミックな染色体構造の改変が行われる(LosadaA et al.， 1998)。
これらと並行して次のS期の準備をするのかもしれない。また、動原体タンパク質であるMis12は
つ前のM期において次のサイクルのM期における均等な染色体分配を保障しているということ






























ン酸化状態が低く、 02期にリン酸化状態が高いことが報告されている(Birl∞nbihl RP and 



























ろ、 mis4変異株細胞はMad2依存的にM期進行遅延を起こしていることが明らかとなった O 野生株
の後期Bで見られるような紡錘体の伸長がmis4変異株ではほとんど見られなかった。mis4変異株
では分裂期の第二期の時期で20分以上(野生株では4分程度で第三期に移行する)遅延するよう








(opposing force)が働くと思われるが、 Mad2がこの姉妹染色分体問結合によ って生じるopposing
forceあるいは張力を感知しているのかもしれない。例えば昆虫の精原細胞では減数分裂時に動原
体一動原体微小管の結合によって生じる張力を感知して、細胞周期を遅延させる機構の存在が示
























現在、 Mad2は動原体微小管一動原体の結合を監視していると考えられており (WatersJC et al.， 
1998) 、高等生物で、はBublキナーゼや、 Mad2は微小管の結合していない動原体に局在しているよ































5A: h-leu 1 ura4 ade6-M2 J 6 
ID:h+leul his2 ura4 ade6-M210 
<mis4-242> 
KT8:h-leu J ade6-704 mis4-242 CM3112(sup3-5) 
KT45:h-leu 1 mis4-242 








酵母の完全培地には YPD(1 %yeast extract，2%polypepton，2%glucose)を、最小培地には
EMM2(Mitchison，1970)を用い、必要に応じてサプルメントを加えた。胞子形成には













分裂酵母の形質転換にはリチウムj去を用いた (Ilocr a/.， 1983)。
大腸菌の形質転換にはカルシウムj去を刑いた (ManiatisCl a/.， 1982)。
3.85子
5.塩基配列の決定
塩基配列決定はABI社の373Aを用い、 dye-tenninater法により行ったo template に用いた欠失プラ
スミドはTAKARA千土のKiloSequence Deletion Kitを用い、 stepwise deletionr去により行った。
6.オリゴDNAの作製及びPCR法

























基本的にSambrookel a1. (1989)に従った。DNAを泳動したアガロースゲルを、0.5M NaOH、
1.5M NaClにi時間浸したのち、BiodyneA (孔径0.2mm、ナイロンメンブレン;Pal)へ転写した。
そのメンフ。レンはUVStratalinker 2400 [120，000 mJ; Strategene]でクロスリンクした。6XSSC、0.5
%SDS、5% dextran sulfate、5XDenhardt's solution中にて65
0C、30分フレハイブリダイゼーション
をおこない、プローブDNAをランダムプライム法により、 [a_.i2P]dCTPで1票識したのちハイブリダ










基本的には， Saka and Yanagida(1993)に従った。EMM2で対数増殖期にある細胞を集菌し，窒素
j原を抜いた最小培地EMM2-Nで、3回洗浄したのち， 2x 107 Cells/mlの濃度になるようにEMM2-Nに
懸濁した。その後， 24時間以上許容温度で培養した後， I x 1 06cells/mlになるよう完全培地に再懸
濁し制限温度に移してサンプリングをおこなった。
10.エルトリエーションによる向調培養










blueskriptにサブクローンしpKF230としたo pKF230のSnaBI-SpeI消化産物をリチウム酢酸法 (Itoel 




















488nm、パリヤフ ィルタ ー :522DF32、レーザー I~. IJ 力: 10%、iris: 4.5、Gain: 12000 
DNAとの二重染色は基本的にはChikasigcc[ al.，( 1994)に従 った。最小培地中(EMM2+1 mg/ml 







mIs4変異株においてはMKY7A4 (Nabeshima et al.， 1998) を、 rad2J変異株にはMKY7B8
(Goshima et al.， 1999)をもちいた。MKY7A4はGFPのシグナルが温度感受性のため、 36"(ではシ
グナルが弱くなり観察できず、 330Cで行った。また、非固定で観察したため培地はEMM2を用い
た。mIs4変異株は330CEMM2培地においても360Cと同じ表現型を示した O ただし、 EMM2培地で
は生育が遅くなるためS期及び分裂期のタイミングが遅くなる (s期終了がリリース後6時間、 M
期細胞は 8時間頃から出現した) 0 MKY7B8は高温に耐性となるよう 、改変されたもの
(Goshima et al.， 1999)。
17.細胞破砕法
船引博士論文を参考にした。破砕バッファーは主に問パ yファーを用いた。 Cut2タンパクの検
出のみTEEGバッファーを用いた。 HB; 25mM Tris-Cl(7.5) 15mM EGTA 15mM MgCI2 0.1 % NP40 
0.1 mM NaF 60mMβglycerophosphate p-nitrophenyl phosphate 1 mM D廿、百EG ， 50mM 
Tris-CI[pH7.5]、10mMEDTA 
18.免疫沈降法
Harlow and Lane 1998を参考にした。
洗浄バッファー (25mMTris-CI(7.5) 15mM EGTA 15mM MgCI2 0.1 % NP40)で膨潤させたPAS




Moreno et al.， 1989、を 参考にした o HBバ ッファー(細胞破砕法の項参照)中で行った。
O.I).lg/μlの細胞粗抽出液を 10μlにKINバ yファー (HistonH 1 1 μ(5mg/ml ， Boehringer Man巾 eim)，
2μ1 ATP[lmM]， 6.9μI HBバ ッフアペ 0.1μI[y -32p]ATP[ 10Ci/凶])を加え、 220C、15分反応させた。
キナーゼ、活性の測定はMolecularImager (Bio Rad)を用いた。
20.ウエスタンプロッテイング
Towbin et al.， (1979)に従った。SDS-PAGEをおこなったゲルは、転写バッファー (25mM Tris、
192 mM glycine、20% methanol [pH 8.4])中で、 50V4時間、あるいは20V終夜によりニトロセル
ロースメンブレン (ToyoRoshi Kaisha)へ転写した。一次抗体は、 12CA5 (1/1200希釈)、アフイ
ニティー精製Mis4梅(12wk)抗体 (1ハ0希釈)を用いた。二次抗体は、HRP標識ヤギ抗ウサギIgG抗























GFPの 3'末端にはnmtpolyAを付加させてある。 mad2+遺伝子のSpeiサイトより C末端と GFP、
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ことを糧に今後の研究生活を続けていこうと思います。
中世古幸信博上から頂いた科学的な知識は非常に新鮮でした。研究の合間の雑談もいい思い出です。
足立康久博士には当時4回生の私に研究の基礎を教えていただきました。高橋考太博士には研究を進
めていく上での心構えを教えていただきました O 時には厳しく、時には親身になって支えて下さりま
した。近藤祥司さんには一年間隣の席で、研究の相談から人生の相談まで先輩として、親友として
(年下の身ですが敢えてそう呼ばせていただきます。)つきあって下さいました。また、本論文を完
成させる上で大変お世話になりました。木下和久博士、石井浩二郎博士には研究室だけでなく居酒屋
でもお世話になりました。様々な場所で研究の素晴らしさを説いて下さったことはいい思い出です。
須谷尚史博士には厳しい目で研究の指導をして下さり非常に頼りになる先輩でした。湯浅達朗君、持
田悟君、豊田雄介君、小原隆之君には忙しい中、本論文の作成を手伝っていただき感謝します。同期
の建部恒君、そして他の構造研の皆様には公私ともどもつきあって下さり感謝の気持ちでいっぱいで
す。
挫けそうになったとき慰めてくれ、励ましてくれた、理学部の同期の皆様、京大硬式庭球同好会の
皆様に感謝します。また、わがままな私に叱責と経済援助をして下さった両親に感謝し、たします。
薪藤成昭博士には研究に詰まったときだけでなく、私事でにおいても親身になって相談に乗って下
さりましたO 愛情にあふれたご指導は構造研での生活で常に心の支えとなりました。最後にこの場を
借りて感謝いたします。
平成12年 1月 6日
古谷寛治
